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Resumo
Objetivou-se, neste trabalho, a produção de amostras de lipase imobilizada em
quitosana (suporte de baixo custo), visando à aplicação em reações de síntese. A
lipase imobilizada foi obtida por adsorção física, usando hexano como meio de
dispersão. Foi utilizada quitosana farmacêutica para imobilizar a lipase de fonte
microbiana (Candida rugosa) e de células animais (pâncreas de porco e
pancreatina). Os melhores resultados com relação à fixação de proteína (85,09%)
e conversão molar na síntese do butirato de butila (88,22%) foram obtidos para a
lipase microbiana (Candida rugosa) imobilizada em quitosana de grau
farmacêutico, num período de 48h. Isso sugere que não ocorreu o desligamento
da enzima do suporte, favorecendo a formação do aroma desejado. Quanto às
outras duas lipases, os resultados obtidos foram os seguintes: a conversão molar
para a lipase de pâncreas de porco foi de 18,77%, enquanto para a pancreatina a
conversão foi de 14,28%, num período de 48h. Por meio da técnica adotada, foi
constatado que, além da simplicidade do próprio método, a conformação da enzima
e do seu sítio ativo foi preservada por não haver o envolvimento de nenhuma
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espécie reativa, o que propiciou a obtenção de um sistema imobilizado, com
atividade média de 16,4U de suporte seco, cujas propriedades catalíticas foram
consideradas adequadas para conduzir reações de esterificação (síntese do butirato
de butila ou ésteres similares).
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Introdução
A utilização de enzimas como catalisadores evoluiu expressivamente nos
últimos anos. Características tais como: alta eficiência catalítica, alto grau de
especificidade e a capacidade de acelerar reações químicas específicas sem a
formação de subprodutos indesejáveis são aspectos que contribuem para o
emprego acelerado desses biocatalisadores em todos os campos da indústria.
Entre os processos químicos de maior interesse industrial, estão as reações
catalisadas pelas lipases, as quais representam aproximadamente 20% das
biotransformações realizadas atualmente (Faber, 1997). O potencial de uso
industrial das lipases é destacado pela versatilidade em processos de hidrólise e
de síntese (Ghandi, 1997). As lipases (E.C. 3.1.1.3) ou triacil glicerol hidrolases
catalisam uma série de diferentes reações. De fato, embora sua função natural
seja a quebra das ligações de éster de triacilgliceróis com o consumo de moléculas
de água (hidrólise), as lipases são também capazes de catalisar a reação reversa
sob condições microaquosas (Balcão, Paiva, Malcata, 1996). Além disso, as lipases
possuem especificidade comprovada, fornecendo produtos que não poderiam
ser obtidos por processos químicos convencionais. Essa habilidade catalítica tem
sido aplicada na modificação de óleos e gorduras, síntese de compostos orgânicos,
suplementos de detergentes, procedimentos analíticos, tratamento de resíduos
ricos em gorduras, indústria farmacêutica, entre outras (Vulfson, 1993; Jaeger,
Reetz, 1998).
O uso de enzimas tem muitas aplicações industriais, sendo, no entanto,
limitado por sua relativa instabilidade em solução, os custos elevados de isolamento
e purificação e a dificuldade técnico-econômica de recuperação para reutilização
da enzima ativa da mistura reacional, após a finalização do processo catalítico.
Porém, esse inconveniente pode ser minimizado, quer pela síntese química de
compostos que possam reproduzir a atividade e a especificidade das enzimas que
possuem melhor estabilidade (enzimas sintéticas), quer pelo uso de técnicas de
imobilização, tornando as enzimas mais estáveis cataliticamente e simplificando
237
as etapas de recuperação do produto (Chibata, Wingard, 1983). A imobilização
da enzima tem um efeito benéfico na sua estabilidade, em função das interações
físicas e químicas entre o suporte e as moléculas enzímicas. A imobilização também
auxilia na dispersão homogênea da enzima no meio, o que é essencial para a
condução de reações enzimáticas (Castro, Anderson, 1995).
As enzimas imobilizadas são definidas como aquelas que estão fisicamente
confinadas ou localizadas numa certa região do espaço, com retenção das suas
atividades catalíticas e que podem ser utilizadas repetidamente e continuamente
(Chibata, 1983).
O método de ligação em suportes, que consiste na fixação de enzimas em
suportes sólidos, é a técnica de imobilização mais antiga (Lima, 2001), cuja
aplicação tem sido objeto de centenas de trabalhos publicados. O referido método
pode ser dividido em quatro categorias, de acordo com o modo de ligação da
enzima: adsorção física, ligação iônica, ligação covalente e encapsulamento. No
caso do presente trabalho, utilizou-se a adsorção física, o método mais simples de
imobilização de enzima em suportes insolúveis em água, por meio do qual as
enzimas são mantidas à superfície dos suportes por forças físicas (forças de Van
der Waals). No entanto, outras forças adicionais poderão estar envolvidas na
interação entre o suporte e a enzima, principalmente interações hidrofóbicas,
pontes de hidrogênio e ligações heteropolares (Hartmeier, 1988).
Quanto à seleção do suporte para a imobilização de enzimas, ela depende
de várias características que são importantes na aplicação de processos industriais,
entre as quais se destacam: resistência mecânica e microbiana; estabilidade térmica;
funcionalidade química; caráter hidrofóbico ou hidrofílico; facilidade de
regeneração e custo, além de tamanho, forma e densidade (Faber, 1997).
Entre os suportes poliméricos naturais, especial atenção tem sido dedicada
ao uso de quitina, que tem, na natureza, função estrutural (principal componente
do exoesqueleto de crustáceos) e é também dotada de grande estabilidade física
e resistência ao ataque microbiano (Felse, Panda, 1999). Quitina é um polímero
não ramificado, formado por unidades de n-acetil-D-glicosina, unidas por meio
de ligação bb 1-4, formando cadeias de várias centenas de unidades. Cerca de 5
entre 6 unidades do polímero apresentam seu grupo aminoacetilado (Felse, Panda,
1999). Pela desacetilação da quitina, obtém-se a quitosana [(1-4)-2-amino-deoxi-
bb-glucana] (Juang et al, 1997). As vantagens do uso de quitosana como suporte
em imobilização são relativamente consideráveis: versatilidade nas formas
disponíveis (pó, gel, fibra e membrana); escassa biodegradabilidade; custo baixo;
fácil manuseio; alta afinidade pelas proteínas e, acima de tudo, não é tóxica (Felse,
Panda, 1999).
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Uma aplicação importante dessa tecnologia é a produção de ésteres
aromatizantes, principalmente para o uso em diversos produtos alimentícios,
farmacêuticos e cosméticos (Vulfson, 1993). Quando esses ésteres são produzidos
por síntese química, não podem ser considerados aromas naturais, sendo, portanto,
menos valorizados no mercado que outros ésteres obtidos de fontes naturais
(Macedo, Pastore, 1997). Contudo, quando preparados por processos enzimáticos,
podem ser caracterizados como naturais ou idênticos ao natural, sendo, portanto,
preferidos pelo mercado consumidor (Gatfield, 1995). Dessa forma, propõe-se,
com o presente trabalho, imobilizar lipases de origem animal e microbiana em
quitosana por adsorção física em suporte baixo custo (quitosana). Os derivados
imobilizados foram aplicados em reações de síntese de ésteres formadores de
aromas.
Material e Métodos
Materiais
Foram utilizadas neste trabalho lipases comerciais de origem animal
(pâncreas de porco/Sigma (EUA) e pancreatina/Nuclear (SP) e microbiana
(Candida rugosa - tipo VII/Sigma), preparações enzimáticas obtidas aqui na forma
de pó. Quanto ao suporte utilizado, foi testada a quitosana de grau farmacêutico
adquirida da Farmácia de Manipulação ADIFARMA (Sombrio/SC).
Procedimentos Experimentais
Para a seleção da lipase (pancreatina, pâncreas do porco ou Candida
rugosa), foi adotada a metodologia estabelecida por (Castro et al, 1999), com
algumas modificações, conforme a seguir descrito: quitosana in natura (6g) foi
previamente umedecida em hexano, sob condições de agitação (100rpm), durante
1h. Após esse período, o excesso de hexano foi removido e, em seguida, foram
adicionados 0,5g de lipase dissolvida em 20mL de água. A fixação da lipase ao
suporte foi efetuada sob agitação, durante 3h, à temperatura ambiente, seguida
por período adicional de 24 e 48h, em condições estáticas, a 4°C. A separação do
derivado imobilizado foi efetuada por filtração a vácuo, sendo realizadas três
lavagens do complexo suporte-enzima com hexano.
239
Análises
Determinação do Teor de Proteína
O conteúdo de proteína da lipase solúvel foi determinado pelo método de
Lowry (Lowry, 1951).
Determinação da Atividade Hidrolítica
A atividade enzimática foi determinada pelo método de hidrólise, conforme
metodologia adotada por Pereira (1999). Os frascos foram incubados a 37°C, por
10 e 30min respectivamente, com agitação. Os ácidos graxos liberados foram
titulados com solução de KOH 0,02M. Realizaram-se os cálculos pela equação 1,
pela qual uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima
que libera 1 ìmol de ácido graxo por minuto de reação, nas condições do ensaio.
Para cada análise de atividade, foi realizado um branco utilizando água destilada
ou 250mg do suporte seco. As atividades foram expressas em ìmoles/mg.min (U):
equação na qual M = concentração da solução de KOH; massa (miligra-
mas); =tempo de reação (minutos); = volume de KOH gasto na titulação
da amostra; e = volume do KOH gasto na titulação do branco.
Teor de Ácido Graxo
A concentração de ácido graxo foi determinada por titulação de alíquotas
dissolvidas em 10mL de etanol, empregando-se solução alcoólica de KOH 0,02M
(Macedo e Pastore, 1997). Os cálculos foram efetuados pela equação 2:
em que massa molecular do ácido graxo titulado (mol); normalidade
da solução de KOH; volume gasto de KOH (mL); e massa da alíquota
titulada (g).
Recuperação de proteína (RP%)
A quantidade de proteína fixada foi determinada pelo Método de Lowry
(Lowry, 1951), sendo os cálculos realizados pela equação3:
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na qual proteína oferecida para imobilização (mg); proteína deter-
minada como a diferença entre                                                  e as proteínas remanescentes no sobrenadan-
te e filtradas ao final da adsorção (mg).
Desempenho da lipase imobilizada em quitosana
na síntese de butirato de butila
A potencialidade de aplicação da lipase imobilizada em quitosana na síntese
de ésteres foi verificada utilizando-se o butanol e o ácido butírico, com base nas
bibliografias pesquisadas (Oliveira, 1999; Oliveira, Alves, Castro, 1999). A
conversão molar nas reações foi calculada pelo consumo de butanol ou ácido
butírico, conforme a equação 4:
na qual concentração inicial do reagente (g/L); e                                                                                               concentração final do
reagente no tempo considerado (g/L).
Resultados e Discussão
Propriedades Catalíticas das Preparações de Lipase
Neste trabalho, foram utilizadas 3 diferentes amostras de lipases comerciais
fornecidas pela Sigma (EUA) e Nuclear (SP). A caracterização das propriedades
catalíticas dessas lipases foi uma etapa preliminar necessária, tendo em vista que
os valores de atividade fornecidos pelos diversos fabricantes foram determinados
por diferentes metodologias. Na Tabela 1, são apresentadas as atividades
hidrolíticas dessas preparações empregando o método de hidrólise do azeite de
oliva (Pereira, 1999), incluindo também os teores de proteína, o pH ótimo e a
temperatura ótima de atuação dessas preparações.
Tabela 1: Caracterização das lipases microbiana, pancreática e pancreatina
Imobilização de Diferentes Fontes de Lipase em Quitosana Farmacêutica
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Foi testada a quitosana farmacêutica como suporte para imobilização de
lipases de origem pancreática (LPP e LNU) e microbiana (LCR). As enzimas
foram insolubilizadas em quitosana (de grau farmacêutico), conforme técnica
descrita nos procedimentos experimentais. A quitosana e a fonte de lipase
interferiram significativamente na recuperação, bem como na fixação de proteína,
conforme mostrado na Tabela 2. As melhores porcentagens de fixação de proteína
(85,09%) foram obtidas empregando-se lipase microbiana (Candida rugosa)
imobilizada em quitosana. Com relação à quitosana, é provável que a estrutura
em forma de pequenos grânulos, característica da quitosana de grau farmacêutico,
tenha proporcionado uma melhor distribuição da lipase na superfície do suporte,
favorecendo um melhor contato entre a interface água/óleo, necessária para a
expressão da atividade das lipases imobilizadas.
Tabela 2: Imobilização da lipase pancreática, pancreatina e microbiana em
quitosana de grau farmacêutico.
Aplicação da lipase imobilizada em quitosana na síntese de ésteres aromatizantes
A síntese de ésteres por via enzimática envolve um mecanismo complexo,
dependente do tipo de substrato, enzima, solvente orgânico e concentração do
meio reacional (Balcão, 1998). Para verificar a atividade catalítica da preparação
de lipase imobilizada em quitosana, foram testados o ácido butírico e o butanol
no rendimento de formação do éster desejado (butirato de butila). Tais ensaios de
síntese foram conduzidos de acordo com a metodologia descrita na seção
pertinente, sendo que os resultados são apresentados na Tabela 3.
Observando a Tabela 3, verificou-se que, no caso da lipase microbiana
(LCR) imobilizada em quitosana, obteve-se uma conversão bastante satisfatória
(88,22%), ao passo que, para as outras duas fontes de lipases (LPP e LNU), a
conversão molar foi de apenas 18,77 e 14,28%, respectivamente, num período
de 48h. Esse fato pode estar relacionado à presença de proteínas contaminantes
nessas preparações, inibindo, de certa forma, a atuação dessas lipases, havendo
uma necessidade de estudos posteriores. Os resultados sugerem que a lipase
proteína oferecida para imobilização (mg);
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microbiana imobilizada em quitosana de grau farmacêutico tenha sido a preparação
imobilizada mais ativa na reação de síntese.
Tabela 3: Verificação da eficiência das lipases imobilizadas em quitosana
Conclusões
Considerando-se o conjunto de dados obtidos por meio desta pesquisa,
que propiciou resultados bastante satisfatórios, pode-se concluir que, entre as
lipases testadas na imobilização em quitosana, a que apresentou a configuração
mais favorável foi a lipase de Candida rugosa, provavelmente graças às interações
entre a matriz e a enzima. A metodologia de imobilização da lipase em quitosana
farmacêutica por adsorção física, empregando-se hexano como meio dispersante,
forneceu elevadas porcentagens de fixação de proteína (85,09%) e recuperação
de proteína (14,9%). A enzima imobilizada foi aplicada com sucesso na síntese
de ésteres, empregando-se ácido butírico e butanol. Conversões molares na faixa
de 50-88% foram alcançadas utilizando-se Candida rugosa, diferentemente das
outras duas fontes de lipases (pâncreas de porco e pancreatina), cuja conversão
obtida situou-se entre 5-19%. Agradecimentos: Ao PIC V/UNESC pelo apoio
financeiro e à Profa. Dra. Heizir F. de Castro.
Synthesis of esters that forms flavors using immobilized lipases
in chitosan by physical adsorption
Abstract
The purpose of this project was the production of lipase samples immobilized in
chitosan (cheap support) aiming its application in synthetic reactions. The
immobilized lipase was obtained by physical adsorption using hexane as way of
dispersion. Pharmaceutical chitosan was used to immobilize the lipase from a
microbial source (Candida rugosa) and from animal cells (pancreatin and pancreas
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porcine). The best results regarding the fixation of the protein (85.09%) and molar
conversion in the butyl of butyrate synthesis (88.22%) were obtained for the
microbial lipase (Candida rugosa) immobilized in chitosan from pharmaceutical
level in a period of 48 hours. This suggests that a separation of the enzyme from
the support didnt occur, allowing, thus, the formation of the desired scent. As for
the two other lipases, the results obtained were as follow: the molar conversion for
the lipase of hog pancreas was 18.77% while for the pancreatin the conversion
was 14.28% in a period of 48 hours. Through this technique it was found out that
besides the simplicity of the method itself, the enzyme conformity and of its active
site were preserved for not having any involvement from any type of reaction
allowing the obtainment of an immobilized system with medium activity of 16.4U
from dry support, which catalytic properties were considered adequate to conduct
reactions of sterilization (butyl of butyrate synthesis or similar esters).
Keywords: Physical Absorption. Immobilization. Lipase. Chitosan.
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